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摘要 : 为 了 探知 基因 组 甲 基 化 是 否 参 与 了 昆虫 抗 药性 ,本 研究 在 室内 对 褐 飞 乱 Nilaparvata lugens 连续 9 个 世代 的 
3 龄 在 虫 施用 吡虫啉 , 用 AFLP 检测 神 飞 乔 抗 性 产生 过 程 中 DNA 甲 基 化 多 态 性 的 变化 。 利 用 25 对 AFLP 引物 共 获 
得 120 个 位 点 ,其 中 15 个 位 点 呈现 甲 基 化 多 态 性 , 共 获 得 78 条 多 态 性 条 带 。 根 据 多 态 性 条 带 在 不 同 世代 样本 中 
出 现 的 多 少 计算 多 态 性 条 带 比例 , 其 中 最 高 比例 出 现在 G5 代 (10.26% ) , 最 低 比 例 出 现在 66 代 (1.28% ) 。 多 态 
性 条 带 在 不 同 世 代 间 比例 的 变化 趋势 表明 , 褐飞虱 对 吡虫啉 的 第 选 产生 快速 应 答 。 在 第 选 早期 (G1, G2 和 G3) 世 
AIR] DNA 甲 基 化 多 态 性 比例 差异 相对 较 小 , 变化 范围 在 3.85%~6.41% 之 间 ; 在 入 选中 期 (64, G5 和 66) 世代 间 
比例 差异 较 大 , 变化 范围 在 1.28%~10.26% 之 间 ; 在 第 选 后 期 (G7 ,G8 和 G9) 世代 间 比 例 差异 相对 较 小 , 变化 范 
围 在 5.13%~7.69% 之 间 。 结 果 说 明 , 吡虫啉 的 连续 施用 能 够 诱导 神 飞 蛋 基 因 组 产生 甲 基 化 变异 , 初步 揭示 甲 基 
化 在 褐 飞 乔 抗 药性 产生 过 程 中 参与 了 基因 组 的 表达 调控 。 
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Effects of imidacloprid on DNA methylation polymorphism in the brown 


planthopper, Nilaparvata lugens ( Hemiptera: Delphacidae ) 
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Quan"* (1. Nurturing Station for the State Key Laboratory of Subtropical Silviculture, Zhejiang 
Agricultural and Forestry University, Lin’ an, Zhejiang 311300, China; 2. Zhejiang Research Institute 
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Abstract: In order to clarify whether DNA methylation takes part in insecticide resistance, the 3rd instar 
nymphs of the brown planthopper, Nilaparvata lugens, in 9 generations were sprayed by imidacloprid 
continuously in the laboratory, and AFLP technique was used to test the variation in DNA methylation 
polymorphism of the brown planthopper during the continuous application of imidacloprid. Using 25 pairs 
of AFLP primers, we obtained 120 loci, of which 15 loci displayed polymorphism within samples and a 
total of 78 polymorphic bands were obtained for these loci. The highest and lowest rates of polymorphic 
bands, 10.2696 and 1.28% , occurred at the 5th and 6th generation, respectively. The change trend of 
polymorphism indicated that in the early screening stage (the earliest three generations) , the brown 
planthopper had quick responses to imidacloprid with the rates of polymorphic bands of 3. 8596 — 
6.4196 ; in the middle screening stage ( from the 4th to 6th generation) , its responses fluctuated 
substantially with the rates of polymorphic bands of 1. 2896 — 10. 2696 ; and in the late screening stage 
( from the 7th to 9th generation) , its responses varied very little with the rates of polymorphic bands of 
5.1396 — 7. 69%. These results suggest that imidacloprid can induce DNA methylation in the brown 
planthopper, therefore onset of resistance to insecticides, and DNA methylation may take part in the 
genome defense of planthoppers to imidacloprid selection. 

Key words: Nilaparvata lugens; imidacloprid; insecticide resistance; DNA methylation; polymorphism; 
AFLP 


Mj KA Nilaparvata lugens, RF XH H (Hemip- —— 通 水 稻 和 野生 稻 上 取 食 、 索 殖 ,， 是 我 国 最 重要 的 水 
tera) KAP} ( Delphacidae), 单 食性 害虫 , 只 能 在 普 。 稻 害 虫 之 一 , 具有 生长 周期 短 、 索 殖 力 强 以 及 迁 发 
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性 等 特点 ( 卢 小 凤 等 , 2012) 。20 世纪 60 年 代 以 
来 , 褐飞虱 危害 逐年 加 重 , 严重 威胁 水 称 的 高 产 
( 朱 述 钧 , 2006; 梁 云 涛 等 ,2008)。 吡 忠 啉 是 一 种 
烟 碱 类 杀 虫 剂 ， 高 效 低 毒 ， 一 直 以 来 是 防治 神 飞 乔 
HJ EE XS ZUR] CEDE IB Se, 1998; 唐 振 华 等 ,2006 ) 。 
由 于 生产 上 长 期 连续 使 用 , 造成 宰 飞 乱 对 吡虫啉 已 
经 产生 了 较 高 的 抗 性 ( 张 莉 丽 等 , 2011 ) 。 

已 有 人 研究 表明 , 昆虫 的 抗 药性 多 为 基因 控制 ， 
显 性 遗传 ( 董 辉 等 ,2011 ) 。 刘 泽 文 等 (2010 ) 通过 
对 比 敏感 品系 和 室内 连续 久 选 获得 的 高 抗 吡 虫 啉 品 
系 , TES KU 2 个 nAChRs WA Nlal 和 Nla3 中 均 
发 现 了 抗 性 相关 点 突变 YISIS, XAA Pediculus 
humanus capitis De Geer 的 抗 药性 研究 表明 ， 钠 通道 
基因 的 点 突变 会 导致 头 必 对 斑 氮 菊 酯 的 抗 性 (Lee et 
al., 2000) 。 乙酰 胆 碱 酯 酶 是 有 机 兢 和 氨基 甲酸 酯 
类 杀 虫 剂 作 用 的 靶 标 位 点 ,该 基因 的 点 突变 是 引起 
乙酰 胆 碱 酯 酶 对 杀 虫 剂 不 敏感 性 上 升 的 重要 机 制 ， 
目前 已 有 60 多 种 昆 虫 对 有 机 友和 氨基 甲酸 酯 类 杀 
虫 剂 产生 抗 性 ,其 抗 性 均 是 由 于 编码 AChE 基因 突 
变 引 起 的 (Oakeshott et al., 2005), DNA 甲 基 化 在 
基因 表达 、 细 胞 分 化 以 及 系统 发 育 中 起 重要 作用 。 
它 主 要 发 生 在 核 基 因 组 的 对 称 序 列 CC 和 CpG 位 点 
E, 这 种 反应 不 会 改变 DNA. 的 一 级 结构 , 但 可 以 引 
起 DNA 高 级 结构 的 变化 从 而 引发 一 系列 的 生物 学 
功能 改变 , 可 以 灵活 地 调控 基因 组 的 表达 (Chela- 
Flores and Migoni, 1990) 。 对 植物 的 研究 表明 ， 
DNA 甲 基 化 主要 有 两 个 功能 : 一 是 防御 功能 , 保护 
基因 组 免 受 外 来 插入 序列 的 危害 , 维护 基因 组 的 稳 
定 ; 二 是 调节 基因 的 表达 , 在 发 育 过 程 中 发 挥 重要 
的 调控 作用 ( 侯 雷 平和 李 梅 兰 , 2001) 。 植 物 逆 境 胁 
迫 可 诱导 基因 组 DNA 甲 基 化 变异 , 被 认为 是 植物 
逆境 啊 应 的 机 制 (Boyko and Kovalchuk ，2008 ) 。 昆 
虫 DNA 甲 其 化 还 处 于 起 步 状 态 。 已 有 的 人 研究 表明 ， 
在 昆虫 中 没有 明显 的 基因 组 防御 功能 , 相对 而 言 
DNA 甲 基 化 对 基因 的 调控 起 主导 作用 ( 相 辉 和 王 
文 , 2009) 。 昆 虫 在 应 对 农药 衔 选 并 产生 抗 药性 的 
过 程 中 , 甲 基 化 是 否 参 与 了 基因 组 的 表达 调控 , H 
前 未 见 相关 报道 。 

我 们 前 期 的 研究 发 现 , 在 吡虫啉 的 连续 施用 过 
EF, 福 飞 乔 基 因 组 在 连续 筛选 的 世代 间 发 生 了 变 
异 , 为 了 探知 甲 基 化 在 此 基因 组 调整 期 间 的 调控 动 
态 , 本 研究 利用 扩 增 放 段 长 度 多 态 性 (amplified 
fragment length polymorphism, AFLP) 分 子 标记 技术 
( Vos et al., 1995) , 选择 对 甲 基 化 敏感 的 内 切 酶 来 


检测 甲 基 化 在 不 同 世 代 间 的 变化 。 
1 材料 与 方法 


1.1 供 试 褐飞虱 及 处 理 

在 浙江 富阳 中 国 水 稻 研 究 所 试验 田 内 取 天 然 单 
一 群体 的 褐飞虱 , 在 室内 经 过 连续 多 代 饲 养 后 ， 获 
得 对 吡虫啉 敏感 的 单一 群体 褐飞虱 作为 初始 材料 
(60 RO , 将 其 命名 为 敏感 型 , 在 试 虫 3 龄 初期 取 
100 头 提 取 G0 代 DNA。 取 样 后 , 对 该 初始 群体 施 
以 0.5 mg/L 的 吡 忠 啉 作为 初始 第 选 压 , 采集 存活 
个 体 产 卵 , EEG BE m EN G1 RAR, HFR 
和 能 饲养 繁殖 , REK xT x 高 为 35 cm x35 cm x35 
cm, HAK X 宽 为 26 cm x26 cm。 供 试 褐飞虱 3 龄 
初期 取样 (活体 ) 用 于 LCx 测 试 ,同时 取 100 KE 
体 放 入 -80% 超低温 冰箱 速冻 保存 , 用 于 提取 施 药 
前 的 DNA( 表 1 中 用 G1-A 表示 )。 其 余 试 虫 按照 所 
测 得 的 LCso 施 药 , 施 药 3 d 后 再 次 取 100 头 虫 体 置 
T -80 超低温 冰箱 速冻 保存 ,， 用 于 提取 施 药 后 的 
DNA( 表 1 中 用 G1-B 表示 ), 第 2 次 取样 后 剩余 的 
虫 体 正常 饲养 , 直至 产 卵 结束 ,进入 下 一 个 筛选 周 
期 (G2 代 )。 重 复 此 方法 并 进行 以 后 各 世代 的 取 
样 。 供 试 福 飞 乔 及 各 世代 LCs 浓 度 见 表 1。 
1.2 褐飞虱 DNA 的 提取 

模板 DNA 的 提取 采用 CTAB 法 (Murray and 
Thompson, 1980)。 取 100 头 褐 飞 乱 虫 体 置 于 研 钵 ， 
加 液 氮 磨 成 粉末 , 将 粉末 迅速 转 入 预 热 好 的 加 有 
800 uL CTAB 和 20 uL 8B- 斑 基 乙 醇 的 1.5 mL 离心 
管 中 65*C 水 浴 20 min, 然后 12 000 r/min 离心 10 
min, RERAMA AD E e DB (24: 1, v/v), 
12 000 r/min 离心 10 min, EX E TÉ 600 uL 加 入 等 体 
积 无 水 乙醇 和 200 pL NaCl, 放 和 4 冰箱 冷藏 1 
后 , 再 于 12 000 r/min 离心 10 min, BE YLE, Jl 
A 400 uL 7596 的 无 水 乙醇 ，12 000 r/min 离心 2 
min, WAIA 50 uL TE 充分 浴 解 得 DNA。 经 电泳 
检测 DNA 的 质量 、 分 光 光 度 计 测定 各 样本 DNA 浓 
度 后 , 放 入 -20% 冰箱 冷藏 备用 。 
1.3 AFLP 分 子 标记 
1.3.1 酶 切 体系 : 选取 对 甲 基 化 敏感 性 不 同 的 一 
对 等 位 酶 Kpnl 和 4cc65I, 这 两 种 酶 都 识别 GGTACC 
位 点 和 切割 非 甲 基 化 的 DNA,， 其 差异 在 于 4cc651 
对 甲 基 化 敏感 , 然而 Kpnl 对 任何 甲 基 化 不 敏感 。 
将 这 两 种 酶 分 别 与 对 甲 基 化 不 敏感 的 Msel 结合 使 
用 , 即 Kpnl + Msel 双 酶 切 体 系 和 Acc651 + Msel XX ES 
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表 1 不 同 世代 褐飞虱 的 DNA 甲 基 化 多 态 性 
Table 1 DNA methylation polymorphism in different generations of the brown planthopper, Nilaparvata lugens 


样品 编号 世代 数 ffifi oe Hs ( mg/L) 取样 时 间 多 态 性 条 带 数 多 态 性 条 带 比 例 (% ) v, " 

Sample no. ^ Generation Selection pressure Sampling time Number of polymorphic bands Rate of polymorphic bands 
1 G0 0.5 - 0 0 - - 
2 G1 0.8 A 2 2.56 - 
3 B 4 5.13 +2.57 
4 G2 0.8 A 5 6.41 +1.28 
5 B 4 5.13 -1.28 
6 C3 1.5 A 3 3.85 -1.28 
7 B 3 3.85 0 
8 G4 2 A 3 3.85 0 
9 B 5 6.41 +2.56 
10 G5 5 A 4 5.13 -1.28 
11 B 8 10.26 +4.9 
12 G6 10 A 6 7.69 -2.61 
13 B 1 1.28 -6.41 
14 G7 15 A 4 5.13 +3.85 
15 B 6 7.69 +2.56 
16 G8 15 A 5 6.41 -1.28 
17 B 6 7.69 +1.28 
18 G9 20 A 4 5.13 -2.56 
19 B 5 6.41 +1.28 


A: 施 药 前 取样 Sampling before treatment; B: 施 药 后 取样 Sampling after treatment. 


切 体 系 。 这 两 个 体系 识别 的 位 点 序列 相同 , 但 后 一 
个 体系 不 能 切割 甲 基 化 的 位 点 。 因 此 用 这 2 个 酶 切 
体系 分 别 切割 相同 的 DNA 样本 , 就 能 够 检测 到 该 
位 点 甲 基 化 的 差异 。 

20 pL 酶 切 连接 体系 包括 : 2 U Kpn (美国 
NEB 公司 ,货号 : R0142V ) (或 Acc651, 美国 NEB 
公司 , 货号 : R0599V) , 2 U Mse I (美国 NEB 公司 ， 
货号 : R0525L) ,1 x 酶 切 Buffer 和 100 ng DNA, 
37C EJ 5 h 后 , 70C 10 min 终止 酶 切 反 应 。 取 酶 
切 产 物 进 行 连接 , 20 uL 连接 体系 包括 : 10 U 的 T4 
DNA XE BE, 1 x Buffer，Kpnl 接头 (或 Acc651 接 
Sk) 5 pmol/uL, Mse 工 接头 50 pmol/pL, 酶 切 产 物 
15 uL, 16 人 连接 过 夜 。 

1.3.2 DNA 片段 的 预 扩 增 : 20 pL 预 扩 增 体 系 包 
括 : 1 x PCR Buffer， 上 下 游 预 扩 增 引物 (50 ng/ pL) 
各 1 uL, 1. 6 uL dNTPs(2. 5 mmol/L), 1.2 uL 
MgCl, (25 mmol/L) , 0.2 uL Taq DNA 聚合 酶 ($ U/ 
uL), 2 ML 连接 产物 。 预 扩 增 的 程序 为 94Y 预 变性 
3 min, 然后 进行 24 个 循环 : 94 忆 变性 30 s, 56C;B 


火 30 s, 72% 延伸 1 min。 循 环 结束 后 72% 延伸 10 
min。 预 扩 增 完成 后 , 取 5 pL 预 扩 增产 物 和 1 uL 
Loading Buffer 混合 后 在 0.8% 玉 脂 糖 胶 中 检测 预 扩 
增 结果 。 根 据 检 测 结果 将 预 扩 增产 物 稀释 50 f. 
用 于 选择 性 扩 增 的 模板 。 
1.3.3 选择 性 扩 增 反应 : 20 uL 选择 性 扩 增 体系 包 
括 : 1 xPCR Buffer, 上游 引物 (AKS) (50 ng/uL) 和 
下 游 引物 MS(50 ng/uL) 4 1 uL, 1. 6 uL dNTPs 
(2.5 mmol/L), 1. 2 uL MgCl, (25 mmol/L), 0.2 
uL Taq DNA 聚合 酶 (5 U/uL) , 2 uL 模板 ( 预 扩 增 
产物 稀释 50 倍 ) 。 利 用 Touchdown PCR( Don et al., 
1991) 进行 选择 扩 增 , 程序 为 : 94"C 预 变性 2 min; 
然后 进行 13 个 循环 : 94C 30 s, 65% 30 s( 以 后 每 
个 循环 降低 0.7%C ) , 727C 1 min; 接 下 来 在 56% 退 
k, 其 余 条 件 不 变 的 情况 下 , 再 进行 20 个 循环 ; 循 
环 结束 后 72% 延伸 5 min, 

本 实验 中 所 用 的 接头 、 预 扩 增 引物 、 选 择 扩 增 
引物 的 序列 见 表 2, 实验 中 所 用 的 选择 扩 增 引物 是 
表 2 中 所 列 的 5 条 上 、 下 游 引 物 的 组 合 , 共有 25 种 
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组 合 方式 。 
R2 本 研究 所 用 引物 及 接头 序列 


Table2 Primers and adaptors used in this study 


引物 /接头 
Primer/ Adaptor 


序列 (5' -3") 
Sequence 
Acc651 接头 4cc65I adaptor F; CICGTAGACTGCGTACC 
R: GTACGGTACGCAGTCTAC 
Kpnl 3L Kpnl adaptor F; CTCGTAGCATGCGTACAGTAC 
R; TGTACGCATGCTAC 
Msel 接头 Msel adaptor F; TACTCAGGACTCATC 
R: GACCATGAGTCCTGAG 
AKPro F; CATGCGTACAGTACCA 


R: GATGAGTCCTGAGTAAC 


AKSI F1: CATGCCTACAGTACCATGC 
AKS2 F2: CATGCCTACAGTACCAGGC 
AKS3 F3: CATGCCTACAGTACCAGG 

AKS F4: CATGCGTACAGTACCAGA 

AKSS F5: CATGCGTACAGTACCAGC 

MSI R1: GATGAGTCCTGAGTAACGG 
MS2 R2: GATGAGTCCTGAGTAACAA 
MS3 R3: GATGAGTCCTGAGTAACAG 
MS4 RA: GATGAGTCCTGAGTAACCC 
MSS R5: GATGAGTCCTGAGTAACCA 


1.4 数据 统计 与 分 析 

反应 结束 后 , 用 6% 非 变性 聚 丙烯 栈 胺 凝 胶 电 
泳 ,， 并 进行 快速 银 当 ( 许 绍 小 等 , 2002) ,选择 具有 
清晰 稳定 的 条 带 进 行 以 下 数据 分 析 : 

(1) 多 态 性 条 带 比 例 (简称 多 态 性 比例 ) : 在 统 
计 多 态 性 条 带 时 , 在 相同 的 样本 中 对 照 Kpnl + Msel 
双 酶 切 体系 和 Acc65I1 + Msel 双 酶 切 体系 所 产生 的 带 
型 ,两 种 酶 切 体系 所 产生 的 带 型 不 同 , 则 该 位 点 有 
甲 基 化 的 差异 , 将 其 记录 为 1 个 甲 基 化 多 态 性 位 
点 , 统计 Acc651 + Msel 双 酶 切 体系 中 的 甲 基 化 位 点 
数 以 及 这 些 位 点 所 包含 的 多 态 性 条 带 数 ,计算 不 同 
世代 中 多 态 性 条 带 比例 。 

(2) 相 同 世 代 内 施 药 前 后 DNA. 甲 基 化 多 态 性 
比例 变化 (简写 成 Vp) : 在 同一 世代 内 施 药 后 ( 即 B 
样本 ) 的 多 态 性 比例 减 去 施 药 前 ( 即 A 样本 ) 的 多 态 
性 比例 。 

(3) 相 邻 世 代 间 甲 基 化 遗传 性 变化 (简写 成 
Ve): 在 相 邻 世代 用 施 药 前 ( 即 A 样本 ) 的 多 态 性 比 
例 减 去 上 一 世代 施 药 后 ( 即 B 样本 ) 的 多 态 性 比例 。 


(4) 统 计 相同 位 点 在 不 同 世 代 间 的 多 态 性 与 敏 
感 型 的 差异 条 带 数 (简写 成 Na): 在 同一 位 点 记 敏 
感 型 的 带 型 状态 记 为 0, 而 不 同 世 代 间 的 样本 所 产 
生 的 代 和 之 型 以 敏感 型 的 带 型 为 参照 , 与 敏感 型 相同 
的 带 型 记 为 0, 与 敏感 型 带 型 不 同 的 记 为 1。 统计 
与 敏感 型 不 同 的 带 型 数 Na。 
1.5 多 态 性 条 带 的 测序 分 析 

在 多 态 性 较 高 的 位 点 , 选取 在 该 位 点 的 敏感 型 
样本 中 的 PCR 扩 增 产物 制 腕 、 回 收 并 测序 ， 利 用 
BLAST 对 测序 结果 进行 比 对 。 


2 结果 与 分 析 
2.1 AFLP 揭示 的 褐飞虱 世代 间 DNA 多 态 性 变化 
趋势 


利用 25 对 AFLP 引物 对 供 试 的 19 MIA CURE 
本 进行 选择 扩 增 。 结 果 共 获得 120 个 扩 增 位 点 , 其 
中 出 现 多 态 性 条 第 的 位 点 15 个 , 供 试 的 19 个 材料 
在 这 15 个 多 态 性 位 点 共 扩 增 出 78 个 特异 性 条 市 。 
图 1 是 由 AKSI + MS5 引物 组 合 扩 增 的 结果 ,其 中 
A HHM K 2H 27 3| Jy Acc651 + Msel 和 Kpnl + Msel Hi 
切 体 系 的 PCR 扩 增 结果 , 对 比分 析 K 组 和 A 组 的 
PCR 产物 的 多 态 性 发 现 , K 组 的 谱 带 在 19 个 材料 
中 没有 发 生变 化 , 而 A 组 中 的 第 10 泳 道 产生 了 有 明 
显 的 差异 位 点 , 这 表明 ,吡虫啉 的 施用 使 神 飞 哉 的 
基因 组 产生 一 定 的 甲 基 化 突变 , 造成 褐飞虱 基因 组 
DNA 的 酶 切 位 点 发 生 改 变 , 从 而 使 4cc65I 在 切割 
同一 群体 不 同 短 选 世代 的 神 飞 乱 DNA. 所 产生 的 谱 
"ARI, 呈现 多 态 性 差异 。 

每 个 样本 所 占 的 多 态 性 条 带 比 例如 表 1 所 示 。 
其 中 最 高 比例 出 现在 11 号 材料 代表 的 GS 代 
(10.2696) , RREH HERE 13 号 材料 代表 的 66 
代 (1.28% ) , figo KAL GO 代 经 过 一 次 吡虫啉 
的 筛选 , 其 DNA 甲 基 化 多 态 性 比例 为 2.56% , f 
然 这 一 比例 在 所 有 的 世代 间 是 较 低 的 , 但 能 够 表明 
敏感 型 群体 在 初次 施用 农药 便 产 生 了 低 水 平 的 甲 基 
化 突变 应 答 。 特 异性 条 市 在 不 同 世 代 间 的 差异 表 
Hj, 各 世代 的 DNA 突变 比例 存在 一 定 的 变化 趋势 
(图 2)。 根 据 多 态 性 比例 变化 趋势 图 , 可 以 将 9 个 
世代 划分 为 3 个 部 分 : 第 选 早期 , 包括 G1，G2 和 
G3 世代 ; 筛选 中 期 , 包括 G4, G5 和 GO 世代 ; frio 
晚期 , 包括 G7，G8 和 G9 世代 。 在 第 选 早 期 B] 
G1, G2 和 G3 ERE DNA. 甲 基 化 多 态 性 条 市 的 比 
例 差 异 相对 较 小 , 变化 范围 在 3.85% ~6.41% ZH] ; 
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图 1 AFLP 分 析 不 同 世 代 神 飞 乱 的 DNA 甲 基 化 多 态 性 
Fig. 1 DNA methylation polymorphism of different generations of Nilaparvata lugens analyzed by AFLP 
1 -19: 对 应 表 1 中 的 1 ~19 号 材料 The sample no. as in Table 1; 下 同 The same below. 箭头 所 指 处 为 多 态 性 位 点 。Polymorphism site is indicated 
by an arrow. A; Acc651 + Msel 酶 切 Digested with Acc651 + Msel; K; KpnI + Msel 酶 切 Digested with KpnI + Msel. 
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图 2 褐飞虱 不 同 世 代 间 DNA 甲 基 化 多 态 性 的 变化 
Fig. 2 Change of DNA methylation polymorphism in different generations of Nilaparvata lugens 


在 筛选 中 期 , HU G4, G5 fü G6 世代 间 比 例 差异 较 
大 , 变化 范围 在 1.28% ~ 10. 2696 之 间 ; 在 筛选 后 
期 , 即 G7, G8 和 G9 世代 间 比 例 差 异 相 对 较 小 , 变 
化 范围 在 .13% ~7.69% 之 间 。 研 究 结 果 初 步 揭 示 
甲 基 化 在 褐飞虱 抗 性 产生 过 程 中 参与 了 基因 组 的 表 

对 应 LCso 的 第 选 压 , Ted A AES S RED, 尽 
管 第 选 压力 较 小 , Gl, G2 和 G3 世代 的 LCa 分 别 为 
0.8, 0.8 和 1.5 mg/L, 然而 褐 飞 乱 基因 组 甲 基 化 
多 态 性 比例 变化 范围 较 大 。 可 能 是 处 于 中 性 突变 的 
褐飞虱 在 吡虫啉 的 第 选 下 , 其 群体 器 有 利于 选择 的 
方 回 进 化。 在 第 选中 期 LCs 值 变化 较 大 ,G4,， G5 
和 G6 世代 的 LCso 分 别 为 2, 5 和 10 mg/L, 相应 地 ， 
褐飞虱 基因 组 甲 基 化 多 态 性 比例 变异 也 很 大 。 可 能 
是 褐 飞 乱 为 了 应 答 迅 速 增 大 的 筛选 压 而 对 其 基因 组 
的 表达 进行 迅速 调节 ， 以 期 寻找 对 其 有 利 的 组 合 ， 
使 其 群体 不 断 间 抗 药性 的 方向 进化 。 而 在 筛选 晚 
期 , LCso 值 已 经 达到 20 mg/L, 但 宰 飞 恒基 因 组 多 
态 性 比例 变异 相对 较 小 。 可 能 暗示 经 过 筛选 中 期 的 
大 幅度 调整 , 褐飞虱 已 经 寻找 到 应 答 吡 虫 啉 的 较 佳 


基因 组 表达 状态 。 此 时 的 福 飞 乱 群 体 已 经 由 初始 的 
褐 飞 乔 敏感 型 群体 发 展 成 对 吡虫啉 具有 较 高 水 平 搞 
性 的 不 敏感 群体 。 
2.2 褐飞虱 相同 世代 DNA 甲 基 化 的 变异 

同一 世代 的 Vp 值 所 反映 的 是 群体 在 吡虫啉 第 
选 前 后 DNA 甲 基 化 的 变异 情况 。 本 试验 中 施 药 后 
3 d 取样 , 因此 该 变异 是 施 药 当代 试 虫 对 药物 盘 选 
在 短 时 间 内 所 产生 的 基因 组 甲 基 化 应 答 。 本 研究 共 
获得 9 个 世代 的 Vp E, 其 中 6 个 世代 在 施 药 后 呈 
M Vp 值 的 上 升 , 1 个 世代 的 Vp 值 保持 不 变 , HR 
2 个 世代 的 Vp f FRE. B TE ZU VI ed inb, 
基因 组 甲 基 化 出 现 总 体 上 增强 的 趋势 , 但 同时 也 存 
在 一 些 位 点 甲 基 化 水 平 降低 的 情况 。 
2.3 褐飞虱 相 邻 世代 DNA 甲 基 化 的 遗传 

由 于 相 邻 2 个 世代 间 , 后 一 个 世代 的 A 样本 是 
由 前 一 个 世代 B 样本 钱 化 而 来 , 在 此 期 间 除 正常 饲 
养 外 没有 进行 任何 试验 处 理 。 因 此 Ve 值 在 相 邻 世 
代 间 的 变化 所 反映 的 是 DNA 甲 基 化 多 态 性 在 世代 
间 的 遗传 特性 。 利 用 这 9 个 世代 的 材料 共 获 得 8 个 
Ve fH, 其 中 5 个 V6 值 呈 现下 降 趋势 , 1 个 Vo 值 保 


4a 


持 不 变 , 另外 2 个 Ve 值 上 升 。 总 体 上 , Ve 值 以 下 
降 为 主 。 表 明 在 药物 筛选 过 程 中 ,部 分 基因 组 甲 基 
化 在 世代 间 可 以 稳定 遗传 , 而 男 一 部 分 则 不 能 稳定 
遗传 。 
2.4 TH ERU) Ex E19 €m mu WB HE 
变化 

根据 我 们 之 前 的 研究 结果 , 不 同 世 代 间 的 基因 
组 在 经 吡虫啉 筛选 的 过 程 中 会 产生 DNA 碱 基 的 突 
变 。 因 此 , 对 所 获得 的 15 个 多 态 性 位 点 进行 位 点 
内 不 同 世 代 间 的 带 型 分 析 时 , 应 该 将 那些 存在 碱 基 
突变 的 多 态 性 位 点 (共有 7 人 个) 剔除 出 来 。 本 研究 
只 针对 其 中 由 KpnI + Msel 双 酶 切 在 不 同 的 世代 间 
所 产生 的 带 型 相同 , 而 4cc6SI + Msel 双 酶 切 在 不 同 
世代 间 出 现 差 异 的 8 个 位 点 进行 统计 。 

多 态 性 位 点 在 不 同 世 代 间 的 带 型 与 敏感 型 的 相 
对 性 分 析 见 表 3。 表 中 的 数字 1 所 反应 的 是 与 野生 
型 相反 的 市 型 表现 。 数 字 I" 的 多 少 , 即 Na 值 , 可 
以 反映 出 该 位 点 在 抗 性 筛选 过 程 中 基因 组 甲 基 化 变 
异 的 情况 。 统 计 结 果 这 8 个 位 点 中 有 4 个 位 点 在 最 
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RIRE, 即 19 号 样本 所 代表 的 G9 代 , 与 最 
初 的 敏感 品系 沉 型 相反 , 说 明 这 些 位 点 已 经 发 生 了 
甲 基 化 突变 。 

从 wa 值 在 不 同 世 代 间 的 变化 趋势 来 看 , 在 得 
选 早 期 , Na 值 相 对 较 小 , 为 11; fef rn SH, Na 
居中 , 为 11; EME N 值 最 大 , 为 20。 整 体 
变化 趋势 表明 随 着 吡虫啉 对 褐 飞 层 第 选 代数 的 增 
M, Na 值 呈 上 升 趋 扫 。 人 研究 结果 揭示 甲 基 化 在 神 
KEDE ENER, 随 厦 舟 选 世代 的 增加 部 分 位 
扩 的 甲 基 化 状态 逐渐 问 着 与 敏感 型 不 同 的 方 同 变 
化 , 并 逐渐 稳定 。 

Na. 值 的 波动 频率 在 这 8 个 位 点 间 不 同 , 其 中 
波动 频率 较 小 的 2 个 位 点 (位 点 1 和 2) 并 没有 在 世 
代 间 重 现 其 变化 , 因此 这 样 的 位 点 可 能 只 是 偶尔 的 
变化 。 而 位 点 3, 4, 6 和 8 的 Na 波动 频率 较 大 
(21%~74% ) , 上 暗示 这 些 位 把 可 能 是 甲 基 化 突变 的 
热点 位 置 , 在 抗 药 性 第 选 过 程 中 参与 了 褐 飞 恒 基因 
组 的 表达 调控 。 


表 3 相同 酶 切 位 点 上 褐飞虱 不 同 世代 间 谱 珊 的 变化 


Table 3 Changes of band types in different generations of Nilaparvata lugens at the same restriction sites 





多 态 性 位 点 GO id BRAI TURA UR 波动 频率 (% ) 
Early screening stage Middle screening stage Late screening stage Na 
Polymorphic locus Vibration frequency 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 5 

2 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 5 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 1 0 0 0 1 6 32 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1 1 1| 4 21 

5 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0 0 0 6 32 

6 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 1 1 1 1]. 1] 9 47 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 4 21 

8 0 1 1 1 1 1 1 1 1] 1 1 1 1 1 0 0 1| 14 74 

Na 11 14 20 45 


2.5 多 态 性 位 点 片段 的 测序 分 析 

选择 表 3 中 第 8 位 点 的 敏感 型 中 的 条 市 回收 测 
序 , 测序 结果 去 除 载 体 序列 后 , 得 到 一 个 由 127 个 
核 苷 酸 组 成 的 序列 片段 , 核 苷 酸 及 推测 的 氨基 酸 序 
列 如 图 3 所 示 。 进 一 步 分 析 发 现 该 序列 具有 明显 的 
特征 ,其 中 连续 出 现 2 个 由 36 个 核 苷 酸 组 成 的 重 
复 区 域 ( 图 3 中 下 划 线 所 示 )。 推 测 该 重复 区 域 所 
编码 的 氨基 酸 序列 显示 为 THHAYSTRLLLR, 其 中 
存在 连续 3 个 亮 氨 酸 重复 区 域 。 然 而 在 NCBI 中 进 


行 BLAST 比较 , 没有 发 现 相似 序列 。 因 此 对 该 特 
异 序列 有 竺 于 进一步 研究 。 


3 讨论 


本 研究 利用 AFLP 在 不 同 币 选 世代 的 材料 间 检 
测 出 15 个 呈 多 态 性 变化 的 甲 基 化 位 点 。 由 于 目前 
尚未 见 抗 药性 产生 过 程 中 甲 基 化 变化 的 报道 , 因此 
无 法 判断 这 一 数值 的 高 低 。 根 据 前 人 在 植物 逆境 胁 
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图 3 GORA KA DNA 甲 基 化 多 态 性 第 8 位 点 的 测序 结 
Fig. 3 Sequencing result of DNA methylation polymorphic No. 8 loci in the GO generation of Nilaparvate lugens 
下 划 线 处 为 多 重复 结构 区 域 。The repeat regions are underlined. 





迫 中 的 相关 人 研究 , 玉米 在 受到 盐 逆 境 胁 迫 时 在 根 和 
叶 中 检测 到 了 25 个 DNA IH 3EIEAR TEES. 涉及 多 
个 功能 基因 (Tan, 2009)。 与 植物 的 这 一 数值 相 比 ， 
本 研究 所 发 现 的 突变 位 点 相对 较 少 。 这 表明 在 抗 药 
性 产生 的 过 程 中 , 靶 标 生物 在 全 基因 组 范围 内 会 发 
生 一 定数 量 的 甲 基 化 突变 , 但 可 能 不 是 主要 的 基因 
组 应 答 方式 。 但 同时 必须 指出 的 是 , 本 研究 所 揭示 
的 多 态 性 条 市 都 是 基于 4cc65I 酶 切 产 生 的 , 也 就 是 
说 本 研究 所 揭示 的 多 态 性 位 点 是 由 于 4cc65I BE 
位 点 的 碱 基 突变 引起 的 。 如 果 在 人 研究 中 结合 使 用 其 
他 不 同 作 用 位 点 的 内 切 酶 , 所 能 检 出 的 突变 的 比例 
将 可 能 会 变 大 。 

Vc 和 Vp 值 的 变化 趋势 表明 ,Vp 值 以 上 升 为 
主 , 而 Vo 值 以 下 降 为 主 。 但 不 同 世代 间 的 统计 结 
果 表 明 , TE Vp 还 是 Ve 都 有 不 符合 这 一 趋势 的 。 
这 说 明 在 药物 锋 选 过 程 中 , 基因 组 甲 基 化 没有 一 个 
整体 上 调 或 下 降 的 趋势 或 规律 可 循 。 在 受到 病原 菌 
胁迫 的 植物 中 , 除 导 致 抗 性 基因 出 现 低 甲 基 化 外 ， 
在 全 基因 组 范围 内 还 出 现 超 甲 基 化 现象 (Boyko et 
al., 2007) Peng 和 Zhang (2009 ) 认 为 甲 基 化 有 利 
于 植物 对 逆境 适应 与 进化 , 全 基因 组 甲 其 化 程度 增 
加 有 助 于 基因 组 稳定 并 降低 转录 组 活性 ,以 市 约 能 
量 提高 植物 对 逆境 胁迫 的 抗 性 反应 ,同时 抗 病 基因 
低 甲 基 化 有 助 于 增强 抗 性 基因 表达 、 活 化 相应 区 域 
的 生物 学 功能 , 加 快 抗 性 基因 重组 , 进化 出 新 的 抗 
性 基因 , 因此 造成 不 同 功能 基因 上 所 在 位 点 的 甲 基 化 
状态 在 药物 租 选 过 程 中 呈现 不 同 的 变化 趋势 。 

近年 来 , DNA 甲 其 化 的 研究 虽然 取得 了 较 大 进 
展 , 但 目前 对 DNA 甲 基 化 调 市 基因 表达 的 复杂 性 
和 细节 仍然 了 解 有 限 。 尤 其 是 昆虫 的 DNA 甲 基 化 ， 
它 的 功能 并 不 像 其 他 种 群 那么 丰富 ， 甲 基 化 程度 的 
水 平 也 相对 较 低 , 但 是 其 对 基因 表达 具有 重要 的 调 
控 作 用 。 本 人 研究 利用 Acc651 酶 切 的 AFLP 技术 检测 
抗 药性 产生 过 程 中 基因 组 甲 基 化 变异 情况 ,结果 表 


HJ, 在 吡虫啉 对 神 飞 避 第 选 的 早期 世代 ,基因 组 甲 
基 化 突变 的 频率 较 低 , 这 可 能 是 褐 飞 息 为 应 对 抗 性 
虽 选 而 采取 的 基因 组 防御 手段 。 在 吡虫啉 对 褐 飞 卉 
筛选 的 中 期 世代 , 基因 组 甲 基 化 突变 的 频率 波动 较 
K, 这 可 能 是 靶 标 生物 通过 基因 组 的 上 自身 调节 来 适 
应 环境 的 变化 。 在 吡虫啉 对 神 飞 各 衔 选 的 晚期 世 
代 , 基因 组 甲 基 化 突变 的 频率 波动 较 小 , 暗示 总 标 
生物 已 经 在 种 群 中 寻找 出 适宜 能 够 应 对 吡虫啉 痪 选 
的 基因 型 表达 模式 , 并 且 这 种 模式 在 种 群 世代 间 得 
到 了 较 稳 定 的 遗传 。 

本 人 研究 对 多 态 性 位 点 的 片段 克隆 所 获 的 基因 片 
段 是 一 个 具有 典型 特征 的 序列 。 这 一 序列 中 不 仪 存 
在 较 长 的 重复 区 域 , 而 且 在 重复 区 域 中 又 含有 连续 
3 RARER (leucine-rich repeat, LRR), WA H 
对 植物 研究 的 报道 表明 , 富 合 尝 氨 酸 重复 序列 多 与 
对 逆境 的 抗 性 有 关 。 然 而 典型 的 LRR 区 域 被 认为 
是 一 种 半 桶 状 结构 , 每 个 LRR 基 序 的 保守 模式 为 : 
LxxLxLxx /.xL (Kobe and Kajava, 2001) 。 植 物 特 
异性 的 LRR 3E Fr (leucine-rich repeat motif) — RE 
4 23 25 个 氨基 酸 并 具有 保守 的 序列 : 
LxxLxxLxLxxNxLt/sgxIpxxLGx。LRR 基 序 重复 的 次 
数 在 3 ~27 之 间 (Zhang,，1998 ) 。 本 研究 所 获 序列 
中 的 3 个 亮 氨 酸 重 复 是 不 间断 的 , 这 是 否 是 祝 飞 恒 
中 与 抗 药性 有 关 的 功能 位 点 值得 进一步 研究 。 
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